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Anmelderin: 
Unser Zeichen: 



Deutsches Krebsforschungszentrum 
K 2534 - hu / A 



Multivalente Antilcorper-Konstrukta 



Die vorliegende Erfindung betrifft multivalente F w -Antik6rper-Konstrukte, sie 
kodierende Expressionsplasmide, und ein Verfahren zur Herstellung der F^Anti- 
korper-Konstrukte sowie ihre Verwendung. 

Naturliche Antikorper sind Dimere und werden daher als bivalent bezeichnet. Sie 
weisen vier variable Domanen, namlich zwei V H - und zwei V u -Domahen, auf. Die 
variablen Domanen dienen als Bindungsstellen fQr ein Antigen, wobei eine 
Bindungsstelle aus einer V„- und einer V L -Domane ausgebiidet ist. Naturliche 
Antikorper erkennen jeweils ein Antigen, wodurch sie auch als monospezifisch 
bezeichnet werden. Ferner weisen sie auch konstante Domanen auf. Diese 
tragen zur Stabilitat der naturlichen AntikSrper bei. Andererseits sind sie auch fur 
unerwQnschte Immunreaktjonen mitverantwortlich, die entstehen, wenn naturli- 
che Antikorper verschiedener Tlerarten wechselseitig verabreicht werden. 

Zur Vermeidung solcher Immunreaktionen werden Antikorper konstruiert, denen 
die konstanten Domanen fehlen. Insbesondere sind dies Antikorper, die nur noch 
die variablen Domanen aufweisen. SolchB AntikBrper werden mit F„-Antik6>per- 
Konstrukten bezeichnet. Diese liegen haufig in Form einzelkettiger, sich mitein- 
ander gepaarter Monomere vor. 

Es hat sich allerdings gezeigt, da& F v -Antik6rper-Konstrukte nur eine geringe 
Stabilitat aufweisen. Ihre Verwendbarkeit fur therapeutische Zwecke ist daher 
stark eingeschrankt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, einen Antikorper 
bereitzustellen. mit dem unerwQnschte Immunreaktionen vermieden werden 
kfinnen. Ferner soli er eine Stabilitat aufweisen, die ihn fur therapeutische 
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Zwecke einset2bar macht. 

ErfindungsgemaB wird dies duroh die Gegenstande in den PatentansprQchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein multivalentes F v -Antik6rper- 
Konstrukt, das eine groBe Stabilitat aufweist. Ein solohes eignet sich fur diagno- 
stische und therapeutische Zwecke. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des Anmelders, dafc die 
Stabilitat eines F v -Antik6rper-Konstruktes erhoht werden kann, wenn dieses in 
Form eines einzelkettigen Dimeres vorliegt, bei dem die vier variablen Domanen 
Ciber drei Peptidlinker miteinander verbunden sind. Ferner hat der Anmelder 
erkannt, daB sich das F v -Antik6rper-Konstrukt mit sich selbst faltet, wenn der 
mittlere Peptidlinker eine Lange von etwa 10 - 30 Aminosauren aufweist. Des 
weiteren hat der Anmelder erkannt, daB sich das F v -Antikdrper-Konstrukt mit 
anderen F v -Antikorper-Konstruktenzusammenfaltet, wenn der mittlere Peptidlin- 
ker eine Lange von etwa bis zu 10 Aminosauren aufweist, wodurch ein multime- 
res, d.h. multivalentes, F v -Antik6rper-Konstrukt erhalten wird. Auch hat der 
Anmelder erkannt, daB das F v -Antikorper-Konstrukt multispezifisch sein kann. 

ErfindungsgemaB werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein multi- 
valentes F v -Antik6rper-Konstrukt bereitzustellen, das mindestens vier variable 
Domanen umfaBt, die Qber die Peptidlinker 1 , 2 und 3 miteinander verbunden 
sind. 

Der Ausdruck n F v -Antik6rper-Konstrukt n weist auf einen Antik6rper hin, der 
variable Domanen, nicht aber konstante Domanen aufweist. 

Der Ausdruck "multivalentes F v -Antikdrper-Konstrukt" weist auf einen F v -Anti- 
korper hin, der mehrere variable Domanen, jedoch mindestens vier aufweist, 
Solches wird erreicht, wenn sich das einzelkettige F v -Antikorper-Konstrukt mit 
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sich selbst faltet, wodurch vier variable Domanen gegeben sind. Oder sich mil 
anderen einzelkettigen F„-Antikorper-Konstrukten zusammenfaltet. In letzterem 
Fall liegt efn F v -Antikorper-Konstrukt vor, das 8. 12, 16, etc. variable Domanen 
aufweist. GQnstig ist es, wenn das F v -Antikdrper-Konstrukt vier oder acht varia- 
ble Domanen aufweist, d.h. es ist bi- oder tetravalent (vgl. Fig. 1). Ferner 
konnen die variablen Domanen gleich oder verschieden voneinander sein, wo- 
durch das Antikorper-Konstrukt ein oder mehrere Antigene erkennt. Vorzugs- 
weise erkennt das Antikorper-Konstrukt ein oder zwei Antigene, d.h. es ist 
mono- bzw. bispezifisch. Beispiele solcher Antigene sind die Proteine CD 19 und 
CD3. 



Der Ausdruck "Peptidlinker 1, 3" weist auf einen Peptidlinker hin, der geeignet 
ist, variable Domanen eines F v -Antik6rper-Konstruktes miteinander zu verbinden. 
Der Peptidlinker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die Aminosauren 
Glycin (G), Serin <S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Die Peptidlinker 1 und 3 
konnen gleich oder verschieden voneinander sein. Ferner kann der Peptidlinker 
eine Lange von etwa 0-10 Aminosauren aufweisen. In ersterem Fall ist der 
Peptidlinker lediglich eine Peptidbindung aus dem COOH-Rest einer der variablen 
Domanen und dem NH 2 -Rest einer anderen der variablen Domanen. Vorzugs- 
weise weist der Peptidlinker die Aminosauresequenz GG auf. 

Der Ausdruck "Peptidlinker 2" weist auf einen Peptidlinker hin, der geeignet ist, 
variable Domanen eines F v -Antikorper-Konstruktes miteinander zu verbinden. Der 
Peptidlinker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die Aminosauren Glycin 
(G), Serin (S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Ferner kann der Peptidlinker eine 
Lange von etwa 3-10 Aminosauren, insbesondere 5 Aminosauren, und gan2 
besonders die Aminosauresequenz GGPGS, aufweisen, wodurch erreicht wird, 
dali sich das ein2elkettige F v -Antik6rper-Konstrukt mit anderen einzelkettigen F v . 
Antikdrper-Konstrukten zusammenfaltet. Des weiteren kann der Peptidlinker eine 
Lange von etwa 1 1 - 20 Aminosauren, insbesondere 1 5 - 20 Aminosauren, und 
ganz besonders die Aminosauresequenz <G 4 S) 4 , aufweisen, wodurch erreicht 
wird, daB sich das einzelkettige F v -Antikorper-Konstrukt mit sich selbst faltet. 
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Ein erfindungsgemaBes F v -Antik6rper-Konstrukt kann durch Qbliche Verfahran 
hergestellt werden. GQnstig 1st ein Verfahren, bet dem fur die Peptidlinker 1. 2 
und 3 kodierende DNAs mit fur die vier variablen Domanen eines F v -Antik6rper- 
Konstruktes kodierenden DNAs ligiert werden derart, daB die Peptidlinker die 
variablen Domanen miteinander verbinden, und das erhaltene DNA-Molekul in 
einem Expressionsplasmid exprimiert wird. Es wird auf die Beispiele 1 - 5 ver- 
wiesen. Hinsichtlich der Ausdrucke n F v -Antikdrper-Konstrukt" und "Peptidlinker" 
wird auf vorstehende AusfQhrungen verwiesen. ErgSnzend wird auf Maniatis, T. 
et al„ Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
1982, verwiesen. 

DNAs, die fur ein erfindungsgemaBes F v -Antikorper~Konstrukt kodieren, sind 
ebenfalls Gegenstand dervorliegenden Erfindung. Ferner sind Expressionsplasmi- 
de, die solche DNAs enthalten, auch Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
Bevorzugte Expressionsplasmide sind pDISC3x1 9-LL, pDISC3x19-SL, pPIC- 
DISC-LL und pPIC-DISC-SL. Diese wurden bei der DSMZ (Deutsche Sammlung 
fiir Mikroorganismen und Zellen) am 30. April 1998 unter DSM 12150, DSM 
12149, DSM 12152 bzw. DSM 12151 hinterlegt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit, umfassend: 

(a) ein erfindungsgemaBes F v -Antikorper-Konstrukt, und/oder 

(b) ein erfindungsgemaBes Expressionsplasmid, sowie 

(c) ubliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel und Kontrollen. 

Von den einzelnen Komponenten konnen ein oder mehrere Vertreter vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung stellt ein multivalentes F v -Antikarper~Konstruktbereit, 
bei dem die variablen Domanen uber Peptidlinker miteinander verbunden sind. 
Ein solches Antikorper-Konstrukt zeichnet sich dadurch aus, daB es keine Teile 
enthalt, die zu unerwunschten Immunreaktionen fuhren konnen. Ferner weist es 
eine groBe Stability auf. Des weiteren ermoglicht es mehrere Antigene gleichzei- 
tig zu binden. Das erfindungsgemaBe F v -Antik6rper-Konstrukt eignet sich daher 
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bestens nicht nur fur diagnostische, sondern auch fur therapeutische Zwecke 
verwendet zu werden. Solche Zwecke konnen hinsichtlich jeder Erkrankung, 
insbesondere einer viralen, bakteriellen Oder Tumor-Erkrankung, gesehen wer- 
den. 



Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die genetische Organisation eines erfindungsgemaBen F„-Antikorper- 
Konstruktes (A) und Schemata zur Bildung eines bivalenten (B) bzw. tetravalen- 
ten F v -Antik6rper-Konstruktes (C). Ag: Antigen; His 6 : sechs C-terminale Histidin- 
reste; Stop: Stoppcodon (TAA); V H und V L : variable Region der schweren und 
der ieichten Kette. 

Fig. 2 zeigt das Schema zur Konstruktion der Pfasmide pDISC3x19-LL urid 
pDISC3x1 9-SL. c-myc: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikfir- 
per 9E1 erkannt wird, His 6 : Sequenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste 
kodiert; PelB: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase (PelB-Leader); 
rbs: Ribosomenbindungsstelle; Stop: Stoppcodon (TAA); V H und V L : variable 
Region der schweren und der Ieichten Kette. 

Fig. 3 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x1 9-LL. 6xHis: 
Sequenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste kodiert; bla: Gen, das fur fi- 
Lactamase kodiert, die fur Ampieillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; 
c-myc: Sequenz, kodierend fCir ein Epitop, das von dem Antikorper 9E1 0 erkannt 
wird; CplE1: Origin der DNA-Replikation; fl-IG: intergenische Region des Bakte- 
riophagen fi; Lac P/O: wt/ac-Operon-Promotor/Operator; Linker 1: Sequenz, die 
fur ein GlyGly-Dipeptid kodiert, das die V H - und V^Domanen verkniipft; Linker 2: 
Sequenz, die fur ein (Gly 4 Ser) 4 ^polypeptid kodiert, das die hybriden scFv^Frag- 
mente verknOpft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase; 
rbs: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der schweren und der 
Ieichten Kette. 
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Fig. 4 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x1 9-SL. 6xHis: 
Sequenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste codiert; bla: Gen, das fur p~ 
paare; c-myc: Sequenz, kodierend fQr ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 
erkannt wird; ColEI : Origin der DNA-Replikation; f 1-IG: intergenische Region des 
Bakteriophagen fl; Lac P/0: wt /ac-Operon-Promotor/Operator; Linker 1; Se- 
quenz, die fQr ein GlyGly-Dipeptid codiert, das die V H - und V L -Domanen ver- 
knupft; Linker 3: Sequenz, die fQr ein GlyGlyProGlySer-Oligopeptid codiert, das 
die hybriden scFv-Fragmente verknQpft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der 
bakteriellen Pectatlyase; rbs: Ribosomenbindungsstelle; V H und V u : variable 
Region der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 5 zeigt die Nukleotid- und die davon abgeleitete Aminosauresequenz des 
durch das Expressionsplasmid pDIS3x19-LL kodierten bivalenten F v -Antik6rper- 
Konstruktes. c-myc-Ep\top: Sequenz. kodierend fQr ein Epitop, das von dem 
Antik6rper 9E10 erkannt wird; COR: Komplementaritat bestimmende Region; 
Gerust: GerQstregion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur 
sechs C-terminale Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der 
bakteriellen Pectalyase; RBS: Ribosomenbindungsstelle; V H und V u : variable 
Region der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 6 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des durch das 
Expressionsplasmid pDISC3x19-SL kodierten tetravalenten F v -Antikorper-Kon- 
struktes. c-mKc-Epitop: Sequenz, kodierend fQr ein Epitop, das von dem Antikor- 
per 9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region, GerQst: 
GerQstregion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur sechs C- 
terminale Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen 
Pectalyase; RBS: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der 
schweren und der leichten Kette. 

Fig. 7 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
bindung zwischen einem Gen, das fur ejne a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
einem Gen, das fur das tetravalente F v -Antik6rper-Konstrukt codiert, in dem 
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P/c/7/a-Expressionsplasmid pPIC-DISC-SL. Alpha-Faktor-Signal: Leaderpeptidse- 
quenz des Saccharomyces ce/ewi/ae-or-Faktor-Sekretionssignals; V H : variable 
Region der schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Fig. 8 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
bindung zwischen einem Gen, das fur eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
einem Gen, das fur das bivalente F v -Antikorper-Konstrukt codiert, in dem Pichia- 
Expressionsplasmid pPIC-DISC-LL. Alpha-Faktor-Signal: Leaderpeptidsequenz des 
Saccharomyces cerev/s/ae-a-Faktor-Sekretionssignals; V H : variable Region der 
schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Bejspiele erISutert. 

Beispiel 1: Konstruktion der Plasmide pDISC3x19-LL und pD|SC3x19-SL zur 
Expression von bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten, 
bispezifischen F v -Antikorper-Konstrukten in Bakterien 

Die Plasmide pHOG-oCDl 9 und pHOG-dmOKT3, welche fur die scFv-Fragmente 
codieren, die von dem Hybridom HD37, das fQr menschliches CD 19 (Kipriyanov 
et a/., 1996, J. Immunol. Meth. 196, 51-62) spezifisch ist, bzw. von dem 
Hybridom OKT3, das fur menschliches CD3 (Kipriyanov et al.. 1997, Protein 
Eng. 1£, 445-453) spezifisch ist, abgeleitet sind, wurde zur Konstruktion von 
Expressionsplasmiden fur ein einzelkettiges F v -Antik6rper-Konstrukt verwendet. 
Ein PCR-Fragment 1 der V„-Domane von Anti-CD19, gefolgt von einem Seg- 
ment, das fur einen GlyGly-Linker codiert, wurde unter Verwendung der Primer 
DP1 , 5 '-TC A C A C AfiAATTCTTAG ATCTATTA A A G A G GAG A A ATT A AC C , und 
DP2, 5'- AG C AC ACGATATC ACCG CC AAG CTTG G GTGTTGTTTTGG C , erzeugt 
(vgl. Fig. 2). Das PCR-Fragment 1 wurde mit fcoRI und £coRV gespalten und 
mit dem mit £coRI/£coRV linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodgrch 
der Vektor pHOG 1 9-3 erzeugt wurde. Das PCR-Fragment 2 der V u -Domane von 
Anti-CD 19, gefolgt von einem Segment, das fur ein c-znyc-Epitop und einen 
Hexahistidinylschwanz codiert, wurde unter Verwendung der Primer DP3, 5'- 
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AGCACACAAGCTTGGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAACTCCA, und DP4, 5'^ 

AGCACACTCTAGAGACACACAGATCITTAGTGATGGTGATGGTGATGTGAGTT- 
TAGG, erzeugt. Das PCR-Fragment 2 wurde mit Hind\\\ und Xoal gespalten und 
mit dem durch Hind\\\IXba\ linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch 
der Vektor pH0G3-19 erhalten wurde (vgl. Fig. 2). Das fur das hybr.de scFv-3- 
19 codierende Gen in dem Plasmid pHOG3-19 wurde mittels PCR mit den 
Primern Bi3sk, 5'-CAGCCGGCCATgGCGCAGGTGCAACTGCAGCAG und entwe- 
der Li-1. 5 ' -TATATACTG£Afi£TGCACCTGGCTACCACCAC- 
CACCGGAGCCGCCACCACCGCTACCACCGCCGCCAGAACCACCACCACC- 
AGCGGCCGCAGCATCAGCCCG, zur Erzeugung eines langen flexiblen (Gly 4 S- 
er) 4 -inter-scFv-Linkers (PCRrFragment 3, vgl. Fig, 2) oder Li-2, 5'-TATA- 

TACTGCAG£I£CACCTGCGACCCTGGGCCACCAGCGGCCGCAGCATCAGCC- 
CG, zur Erzeugung eines kurzen, starren GGPGS-Linkers (PCR-Fragment 4, vgl. 
Fig. 2) amplifiziert. Die Expressionsplasmide pD|SC3x19-LL und pDISC3x19-SL 
wurden durch Ligierung des /Vcol//V</ll-Restriktionsfragments aus pHOG19-3, 
umfassend das Vektorgerust und die Weol/^w/ll-gespaltenen PCR-Fragmente 3 
bzw. 4 konstruiert (vgl. Fig. 3, 4). Die vollstandige Nukleotid- und Proteinse- 
quenzen der bivalenten bzw. tetravalenten F„-Antik6rper-Konstrukte sind in den 
Figuren 5 bzw. 6 angegeben. 



Beispiel 2: Konstruktion der Plasmide pPIC-DISC-LL und pPIC-DISC-SL zur Ex- 
pression von bivalenten, bispezjfischen bzw. tetravalenten, blspezi- 
fischen F v -Antik6rper-Konstrukten in Hefe 

(A) Konstruktion von pPIC-DISC-SL 



Der Vektor pPICZoA (Invitrogen BV, Leek, Niederlande) zur Expression und 
Sekretion von rekombinanten Proteinen In der Hefe Piohia pastoris wurde als 
Ausgangsmaterial verwendet. Er enthalt ein Gen, das fur das Saccharomyces 
cerevisiae o-Faktor-Sekretionssignal codiert, gefolgt von einem Polylinker. Die 
Sekretion dieses Vektors beruht auf dem dominanten selektierbaren Marker, 
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Zeocin™, der sowohl in Pichia als auch in E. coli bifunktionell ist. Das Gen, das 
fur das tetravalente F v -Anti|corper-Konstrukt (scDia-SL) codiert, wurde mittels 
PCR von der Matrize pDISC3x19-SL unter Verwendung der Primer 5-PIC, 5'- 
CCGTfiAATECCAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGC, und 
pSEXBn 5'-GGTCGACGTTAACCGACAAACAACAGATAAAACG ampljfiziert. Das 
so erhaltene PCR-Produkt wurde mit EcoH\ und Xba\ gespalten und in mit 
EcoH\IXba\ linearisiertes pPICZoA Ijgiert. Es wurde das Expressionsplasmid 
pPIC-DISC-SL erhalten. Die Nukleotid- und Proteinsequenzen des tetravalenten 
F v -Antikorper-Konstruktes sind in Fig. 7 gezeigt. 

(B) Konstruktion von pPIC-DISC-LL 

Die Konstruktion von pPIC-DISC-LL wurde auf der Grundlage von pPICZoA 
(Invitrogen BV, Leek, Niederlande) und pDISC3x19-LL (vgl. Fig. 3) durchgefiihrt. 
Die Plasmid-DNA pPICZorA wurde mit feoRI gespalten. Die uberstehenden 5' 
Enden wurden unter Verwendung eines Klenow-Fragments der £. co//-DNA- 
Polymerase I aufgefullt. Die so erhaltene DNA wurde mit Xba\ gespalten, und 
das groSe Fragment, umfassend den pPIC-Vektor, wurde isoliert. Analog wurde 
die DNA von P DISC3x1 9-LL mit Nco\ gespalten und mit einem Klenow-Fragment 
behandelt. Nach der Spaltung m\tXba\ wurde ein kleines Fragment, umfassend 
ein fur den bivalenten F v -Antik6rper kodierendes Gen, isoliert. Dessen Ligierung 
mit einer pPIC-abgeleiteten Vektor-DNA ergab das Plasmid pPIC-DISC-LL. Die 
Nukleptid- und Proteinsequenz des bivalenten F v -Antik6rper-Konstruktes sind in 
Fig. 8 gezeigt. 



Beispiel 3: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antik6rper-Kon- 
struktes In Bakterien 

E. co//-XL1-Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA), die mit den Expressions- 
plasmiden P DISC3x19-LL bzw. P DISC3x19-SL transformiert worden waren, 
wurden uber IMacht in 2xYT-Medium mit 50 //g/ml Ampicillin und 100 mM 
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Glucose (2xYT Ga ) bei 37°C gezuchtet. 1 :50-Verdunnungen der Obernachtkultu- 
ren in 2xYT QA wurden afs Kolbenkulturen bei 37°C unter Schutteln mit 200 UpM 
gezuchtet. Als die Kulturen einen OD eoo -Wert von 0,8 erreicht batten, wurden 
die Bakterien durch 10minutige Zentrifugatjon mit 1500 g bei 20°C pelletiert 
und in dem gleichen Volumen eines frischen 2xYT-Mediums, das 50 //g/ml 
Ampicillin und 0,4 M Saccharose enthielt, resuspendiert. IPTG wurde bis zu 
einer Endkonzentration von 0,1 mM zugesetzt, und das. Wach stum wurde bei 
Raumtemperatur (20-22°C) 18-20 h fortgesetzt. Die Zellen wurden durch 
lOminGtige Zentrifugation mit 5000 g bei 4°C geerntet. Der Kulturuberstand 
wurde zuruckgehalten und auf Eis gelagert. Um die losfichen periplasmatischen 
Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten Bakterien in 5% des Anfangsvolu- 
mens an eiskaiter 50 mM Tris-HCI, 20% Saccharose, 1 mM EDTA, pH 8,0, 
resuspendiert. Nach einer IstQndigen Inkubation auf Eis unter gelegentlichem 
Riihren wurden die Spharoplasten mit 30.000 g 30 min bei 4°C zentrifugiert, 
wobei der losiiche periplasmatische Extrakt als Oberstand und die Spharoplasten 
mit dem unloslichen periplasmatischen Material als Pellet erhalten wurden. Der 
Kulturuberstand und der losiiche periplasmatische Extrakt wurden vereinigt, 
durch weitere Zentrifugation (30.000 g, 4°C, 40 min) geklart. Das rekombinante 
Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung (Endkonzentration 70% Sattigung) 
eingeengt. Das Proteinprazipitat wurde durch Zentrifugation (1 0.000 g, 4°C, 40 
min) gewonnen und in 10% des Anfangsvolumens an 50 mM Tris-HCI, 1 M 
NaCI, pH 7,0, aufgeldst. Eine immobilisierte Metallaffinitatschromatographie 
(IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule an chelatierender 
Sepharose (Pharmacia), die mit Cu 2+ beladen war und mit 50 mM Tris-HCI, 1 M 
NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) equilibriert worden war, durchgefQhrt. Die Probe 
wurde durch ihr Leiten uber die Saule aufgeladen. Sie wurde dann mit zwanzig 
Saulenvolumina Startpuffer, gefolgt von Startpuffer mit 50 mM Imidazol, bis die 
Absorption bei 280 nm des Effluenten minimal war, gewaschen (etwa dreifcig 
Saulenvolumina). Das absorbierte Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M 
NaCI, 250 mM Imidazol, pH 7.0, eluiert. 

Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bradford-Farbstoffbindungstest 
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(1976, Anal. Biochem., 22, 248-254) unter Verwendung des Bio-Rad(Munchen, 
DeutschlandJ-Proteinassaykits bestimmt. Die Konzentrationen der gereinigten 
tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antikdrper-Konstrukte wurden aus den A 2ao - 
Werten unter Verwendung der Extinktionskoeffizienten e lma/ml = 1 ,96 bzw. 1 ,93 
bestimmt. 



Beispiel 4: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten Antikorper-Konstruk- 
tes in der Hefe Pichia pastoris 

Kompetente P. pastoris GS1 55-Zellen (Invitrogen) wurden in Gegenwart von 1 0 
pg Plasmid-DNA von pPIOD|SC-LL bzw. pPIC-DISC-SL, die mit Sad linearisiert 
worden war, elektroporiert. Die Transformanten wurden 3 Tage bei 30°C auf 
YPD-Platten, die 1 00 pg/m\ Zeocin™ enthielten, selektiert. Die Klone, die biva- 
lente bzw. tetravalente F v -Antik6rper-Konstrukte sezernierten, wurden durch 
Plattenscreening unter Verwendung eines anti-c-myc-mAk 9E1 0 (IC Chemikaliep, 
Ismaning, Deutschland) selektiert. 

Zur Expression der bivalenten bzw. tetravalenten F v -Antikorper-Konstrukte 
wurden die Klone in YPD-Medium in SchOttelkolben 2 Tage bei 30 °C unter 
RQhren gezuchtet. Die Zellen wurden zentrifugiert, in dem gleichen Volumen des 
Mediums, das Methanol enthielt, resuspendiert und weitere 3 Tage bei 30°C 
unter Riihren inkubiert. Die Oberstande wurden nach der Zentrifugation gewon- 
nen. Das rekombinante Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung. gefolgt 
von IMAC, wie vorstehend beschrieben, isoliert. 

Beispiel 5: Charakterisierung des tetravalenten bzw, bivalenten F v -Antikorper- 
Konstruktes 

(A) Grd&enausschluRchromatographie 

Eine analytische Gelfiltration der F v -Antikorper-Konstrukte wurde in PBS unter 
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Verwendung einer Superdex-200-HR 1 O/30-Saule (Pharmacia) durchgef Qbrt. Das 
Probenvolumen und die FlieSgeschwindigkeit betrugen 200 //l/rnin bzw. 0,5 
ml/min. Die Saule wurde mit hoch- und niedermolekularen Gelfiltrations-Ka|i- 
brationskits (Pharmacia) kalibriert. 

(B) DurchfluBzytometrie 

Die menschliche CD3+/CD1 9-akute-T-Zell-Leukamielinie Jurkat und die CD1 3*1- 
CD3 -B-Ze|linie JOK-1 wurden fur die DurchfluBzytometrie verwendet. 5 x 10 6 
Zellen in 50 „| RPMI 1640-Medium (GIBCO BRL, Eggestein, Deutschland), das 
mit 10% FCS und 0,1% Natriumazid supplementiert war (als vollstandiges 
Medium bezeichnet), wurden mit 100 //I der F v -Antik6rper-Praparate 45 min auf 
Eis inkubiert. Nach Waschen mit dem vollstandigen Medium wurden die Zellen 
mit 100 v\ 10 j/g/ml anti-c-rnyc-Mak 9E10 (|C Chemikalien) in dem gleichen 
Puffer 45 min auf Eis inkubiert. Nach einem zweiten Waschzyklus wurden die 
Zellen mit 100 //I des FITC-markierten Ziega-anti-Maus-IgG (GIBCO BRL) unter 
den gleichen Bedingungen wie vorher inkubiert. Die Zellen wurden dann erneut 
gewaschen und in 100 //I 1 j/g/ml-Propidiumiodid-L3sung (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) in vollstandigem Medium unter AusschluB von toten Zellen re- 
suspendiert. Die relative Fluoreszens der gefarbten Zellen wurde unter Ver- 
wendung eines FACScan-DurchfluBzytometers (Becton Dickinson, Mountain 
View, CA) gemessen. 



(C) Cytotoxizitatstest 

Die CDlfl-exprimierende Burkitt-Lymphoma-Zelljnie Raji und Namalwa wurden 
als Zielzellen verwendet. Die Zellen wurden in RPMI 1640 (GIBCO BRL), das mit 
10% hitzeinaktiviertem FCS (GIBCO BRL), 2 mM Glutamin und 1 mM Pyruvat 
supplementiert war, bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphare mit 7,5% C0 2 
inkubiert. Die cytotoxischen T-Zell-Tests wurden in RPMI-1 640-Medium, das mit 
10% FCS, 10 mM HEPES, 2 mM Glutamin, 1 mM Pyruvat und 0,05 mM 2-ME 
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supplementiert war, durchgefGhrt. Die cytotoxische Aktivitat wurde unter 
Verwendung eines Standardr 6 'Cr]-Freisetzungstests bewertet; 2 x 10 6 Zieizellen 
wurden mit 200 pa Na[^CrJ0 4 (Amersham-Buchler, Braunschweig, Deutsch- 
land) markiert und 4mal gewaschen und anschliefiend in Medium in einer Kon- 
zentration von 2 x 10 B /ml resuspendiert. Die Effektorzellen wurden auf eine 
Konzentration von 5 x 10 6 /mi eingestellt. Zunehmende Mengen an CTLs in 100 
//I wurden auf 1 0 4 Zielzellen/Vertiefung j n 50 //I tjtriert. 50 //I Antikorper wurden 
jeder Vertiefung zugesetzt. Der gesamte Test wurde dreifach angesetzt und 4 h 
bei 37°C inkubiert. 100 p\ des Oberstands wurden gewonnen und auf [ 61 Cr]- 
Freisetzung in einem gamma-Zahler (Cobra Auto Gamma; Canberra Packard, 
. >^ Dreieich, Deutschland) getestet. Die maxjmale Freisetzung wurde durch Inkuba- 
V tion der Zjelzellen in 10% SDS bestimmt, und die spontane Freisetzung wurde 
durch Inkubation der Zellen in Medium allein bestimmt. Die spezifische Lyse (%) 
wurde berechnet als: (experimented Freisetzung - spontane Freisetzung)/(- 
maximale Freisetzung - spontane Freisetzung) x 100. 
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Patentanspruche 

5 1 . Multivalentes F v -Antik6r P er-Konstrukt mit mindestens vier variablen Doma- 
nen f die iiber die Peptidlinker 1, 2 und 3 miteinander verbunden sind. 



2. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 1 , wobei die Peptidlinker 1 und 3 
0-10 Aminosauren aufweisen. 

3. F v -Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 2, wobei die Peptidlinker 1 und 3 
die Aminosauresequenz GG aufweisen. 



4. F v -Antikdrper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, wobei das F v - 
15 Antikftrper-Konstrukt bivalent ist. 

5. F v -Antikdrper-Konstrukt nach Anspruch 4, wobei der Peptidlinker 2 1 1 -20 
Aminosauren aufweist. 

20 6. F v -Antikdrper~Konstrukt nach Anspruch 4 Oder 5, wobei der Peptidlinker 
2 die Aminosauresequenz (G 4 S) 4 aufweist, 

^ / 7. F„-Antikdrper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, wobei das F v - 
Antikorper-Konstrukt tetravalent ist. 

25 

8. F w -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 7, wobei der Peptidlinker 2 3-10 
Aminosauren aufweist. 

9. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 7 oder 8, wobei der Peptidlinker 
30 2 die Aminosauresequenz GGPGS aufweist. 
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10. F„-Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-9, wobei das Fv- 
Antikorper-Konstrukt murtispezifisch ist. 

11. F v -Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 10, wobei das F v -Antik6rper- 
Konstrukt bispezifisch ist. 



12. F v -Antikorper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-9, wobei das Fv- 
Antikorper-Konstrukt monospezifisch ist. 

13. Verfahren zur Herstellung des multivalenten F v -Antikdrper-Konstruktes 
nach einem der Anspruche 1-12, wobei fur die Peptidlinker 1, 2 und 3 
kodierende DNAs mit fur die vier variablen Domanen eines F v -Antik6rper- 
Konstruktes kodierenden DNAs ligiert werden derart daS die Peptidlinker 
die variablen Domanen miteihander verbinden, und das erhaltene DNA- 
Molekul in einem Expressionsplasmid exprimiert wird. 

14. Expressionsplasmid, kodierend fur das multivalente Fv-Antikorper-Kon- 
strukt nach einem der Anspruche 1-12. 

15. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC3x19-LL. 

1 6. Expressionsplasmid nach Anspruch 1 4/ namlich pDISC3x1 9-SL. 

17. Expressionsplasmid nach Anspruch 14. namlich pPIC-DISC-LL. 

1 8. Expressionsplasmid nach Anspruch 1 4, namlich pPIC-DISC-SL. 

1 9. Verwendung des multivalenten F v -Antik6rper-Konstruktes nach einem der 
Anspruche 1-12 zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen. 

20. Verwendung nach Anspruch 1 9, wobei die Erkrankungen virale, bakteriel- 
le oder Tumor-Erkrankungen sind. 
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Multivalente Antikorper-Konstrukte 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein multivalentes F v -Antik6rper~Konstrukt mix 
mindestens vier variablen Domanen, die Ober die Peptidlinker 1, 2 und 3 mitein- 
ander verbunden sind. Ferner betrifft die Erfindung Expressionsplasmide, die fur 
ein solches F v -Antik6rper-Konstruktcodieren, und ein Verfahren zqr Herstellung 
der F v -Antik6rper-Konstrukte sowie deren Verwendung. 
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